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摘要 : 采用 40% 硫 酸 铵 沉淀 `.Blue Sepharose CL-6B 亲 和 层 析 和 Phenyl Sepharose CL-4B 疏水 层 析 等 方法 ,从 亚洲 玉米 旺 Ostrinia 
furnacalis (Guenée) 幼虫 血清 中 分 离 纯化 了 酚 氧 化 酶 原 。 酚 氧化 酶 原 全 酶 相对 分 子 量 约 为 158 kD, 亚 基 相 对 分 子 量 约 为 80 kD 
和 78 kD。 酚 氧化 酶 原 为 糖 蛋白 , 该 酶 原 易 被 0.1 mmol/L CPC. (和 氧 代 十 六 烷 基 吡啶 )、50% 甲醇 、1 mg/mL 昆布 多 糖 和 1 mg/mL 
胰 和 蛋白 酶 激活 。 该 酶 反应 的 最 适 pH 为 7.0, 最 适 温度 为 235~30% ,Ca 和 Mg 可 增强 该 酶 的 活性 。 
关键 词 : 亚洲 玉米 量 ; 血清 ; 酚 氧 化 酶 原 ; 分 子 量 ; 最 适 pH: 最 适 温度 ; 酶 活性 
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Characterization of prophenoloxidase from the hemolymph of Ostrinia furnacalis 

























































































































































































(Guenée) 

FENG Cong-Jing, DU Yu-Zhou'; LU Zi-Qiang, FU Wen-Jun (1. Department of Plant Protection; Agricultural 
College, Yangzhou University, Yangzhou, Jiangsu 225009, China; 2. Shanghai Institute of Plant Physiology and 
Ecology; Chinese Academy of Sciences; Shanghai 200032, China) 

Abstract: The prophenoloxidase (PPO) was purified from the hemolymph of the larvae of Ostrinia furnacalis (Guenée) 
by sequential use of precipitation in 40% saturation ammonium sulfate: the affinity chromatography of Blue Sepharose 
CL-6B and Phenyl Sepharose CL-4B. The relative molecular weight of prophenoloxidase was 158 kD, and the molecular 
weight of two subunits was 80 kD and 78 kD, respectively. The prophenoloxidase was glycoprotein and could be activated 
by 0.1 mmol/L cetylpyridmium chloride CCPC), 50% methanol; 1 mg/mL laminarin and 1 mg/mL trypsin. The optimum 
pH was 7.0 and the optimum temperature 25 — 30*C. for prophenoloxidase activity; which could be significantly stimulated 
by Mg" and Ca . 

Key words: Ostrinia furnacalis; serum; prophenoloxidase; molecular weight: optimum pH; optimum temperature; 


enzyme activity 




















昆虫 体内 的 酚 氧 化 酶 (phenoloxidase，PO ) 在 昆 必须 纯化 酚 氧 化 酶 原 并 分 析 其 性 质 。 我 们 从 亚洲 玉 
虫 对 外 源 病原 物 和 寄生 物 的 入 侵 防御 和 表皮 硬化 过 KÉ Ostrinia furnacalis (Guenée) 幼虫 血清 中 分 离 纯 
T DER CAshida et al.» 19900. ”化 了 酚 氧 化 酶 原 , 并 对 其 性 质 进 行 了 研究 。 

办 氧化 酶 通常 以 其 前 体 酚 氧化 酶 原 

C prophenoloxidase; PPO) 的 形式 存在 , 酚 氧 化 酶 原 可 被 1 材 料 与 方法 

和 村 异性 蛋白 水 解 作 用 激活 。 酚 氧化 酶 原 系统 的 激活 

作用 是 由 微生物 细胞 壁 上 的 某 些 激活 因子 引发 的 ， 11 供 试 昆虫 

4n] an Hé & B C lipopolysaccharide . HK 8 B-1, 3- 葡 萄 糖 亚洲 玉米 旦 幼虫 在 (25+ 1)% ,相对 湿度 > 8096 
(Lee et al.，2000)。 鉴 于 酚 氧 化 酶 原 在 昆虫 对 寄生 ”和 光 周 期 14L:10D 的 温室 条 件 下 , 依 周 大 荣 等 
物 防 御 过 程 中 的 重要 作用 ,目前 对 酚 氧 化 酶 原 激 活  〈1980) 方 法 采用 半 人 工 饲料 饲养 , 根据 其 头 壳 宽度 
系统 的 研究 正在 逐步 深入 ,前 人 已 在 菜 些 昆虫 中 纯 。 来 鉴别 其 龄 期 。 

化 得 到 酚 氧 化 酶 原 CGillespie et al .，1997)。 为 了 在 。 1.2. 血清 收集 

分 子 水 平 上 阐明 酚 氧 化 酶 原 激 活 系 统 的 作用 机 制 ， BEC HL ACT 5 龄 幼虫 第 1 腹 足 , 将 血 淋 
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UL TE Parafilm IKE, 用 移 液 器 将 其 移入 冰 浴 中 装 
有 0.5 mL CAC 缓冲 液 (100 mmol/L CaCl, > 10 mmol/L 
Na, CAC; pH 6.5) 的 Eppendorf 管 中 , 在 4%C 下 800xg 
离心 10 mine 取出 上 清 液 置 低温 冰箱 保存 备用 。 
1.3 酚 氧 化 酶 原 的 检测 

参照 Feng 和 Fu 〈2004) 方 法 , 进行 酚 氧 化 酶 原 
的 检测 。 
1.4 ” 酚 氧 化 酶 原 的 分 离 纯 化 

参照 Feng 和 Fu (2004) 方 法 从 亚洲 玉米 旦 幼虫 
血清 中 纯化 酚 氧 化 酶 原 。 
1.5 Native-PAGE 和 SDS-PAGE 
Native-PAGE 采用 6% 的 非 变性 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 
电泳 (Tyagi et al., 1993), SDS-PAGE 采用 非 还 原 条 
件 下 10%% 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 。 
1.6 L-DOPA (L-£ E) 活性 染色 

用 1 mg/mL 胰 和 蛋白 酶 处 理 亚洲 玉米 蝇 幼 虫 酚 氧 
化 酶 原 的 6% Native-PAGE 凝 胶 1 h, 然后 将 凝 胶 放 
入 0.2 mol/L L-DOPA 的 底 物 溶液 中 ,37%C 下 恒温 箱 
温浴 1 h 观察 拍照 。 
1.7. EARI 

将 纯化 得 到 的 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 酚 氧 化 酶 原 用 
6% Native-PAGE 电泳 , 凝 胶 用 1% i LER CT 3% 乙 
酸 ) 室 温 浸泡 1 h, 氧 化 后 再 用 重 区 水 浸泡 I ho TEE 
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六 烷 基 吡啶 ) 38.5], 0 ~ 80% 范围 内 温浴 10 min 后 ， 
检测 酚 氧 化 酶 原 激 活 后 酚 氧 化 酶 活性 ,确定 最 适 温 
度 。 每 个 样本 重复 6 次 。 
1.10 B) (LBS IR B RS pH f 

将 纯化 得 到 的 酚 氧 化 酶 原 混 匀 在 10 mmol/L. 乙 
酸 -磷酸 氧 二 钠 绥 冲 液 (pH 3 ~ 5)、10 mmol/L Tris- 
HCI 缓冲 液 (pH 6 ~ 8) 和 10 mmol/L 碳酸 氧 钠 - 氧 氧 
化 钠 缓冲 液 (pH 9 ~ 12) 中 ,0% 冰 浴 6 h, 然后 将 50 
uL 18 £3 Có 10 ng 酚 氧 化 酶 原 ) 与 40 pL 0.1 mol/L 
CPC 混 匀 ,测定 酚 氧 化 酶 活性 。 每 个 样本 重复 6 次 。 
1.11 4 种 激活 剂 对 酚 氧 化 酶 原 激活 的 影响 

采用 0.1 mol/L CPC. 1 mg/mL 昆布 多 糖 
Claminarin). 5096 甲醇 和 1 mg/mL 胰 和 蛋白 酶 的 水 溶 
液 作 为 激活 剂 ,在 30%C、pH 7.0 条 件 下 将 纯化 的 50 
pl 18 0 Cr 10 vg 酚 氧 化 酶 原 ) 与 100 uL 各 种 激活 

剂 混合 , 以 2 mmol/L L-DOPA 为 底 物 检测 酚 氧 化 酶 

原 激活 后 酚 氧 化 酶 的 活性 。 每 个 样本 重复 6 次 。 
1.12 各 种 离子 对 酚 氧 化 酶 原 激活 的 影响 

分 别 取 用 双 花 水 配制 的 0.01 mol/L NaCl, 0.01 
mol/L KCl. 0.01 mol/L CaCl, «0.01 mol/L MgCl, > 0.01 
mol/L CuSO, 溶液 50 pL, 加 入 纯化 的 50 uL 馏 份 ( 含 
10 ug 酚 氧 化 酶 原 ) 与 40 uL 0.1 mol/L CPC 75] Æ 
30*C. pH 7.0 条 件 下 温浴 10 min 后 ,在 490 nm 处 测 


















































































































































胶 放 入 Schiff 试剂 染色 1 h 后 转移 入 1% 亚 人 硫酸 氧 钠 
水 溶液 中 , 直至 凝 胶 背 景 褪 为 无 色 , 拍照 封 胶 。 
1.8 一 氧化 酶 原 的 酶 联 和 免疫 测定 (ELISA) 

在 96 孔 板 的 每 孔 中 分 别 加 入 经 过 纯化 后 的 适 
量 酚 氧化 酶 原 (0.5 ug. 1.0 yg、1.5 pg 和 2 ug); Ù 
A TCR AE CP 2 h, 用 TTBS (20 mmol/L Tris-HCl, 
500 mmol/L NaCl; 0.196 Tween-20; pH 7.5) 清洗 2 
次 后 取出 甩 干 ,加 入 150 uL BR (20 mmol/L Tris- 
HCl, 500 mmol/L NaCl; 3% BSA; pH 7.55, 4*6 下 过 
夜 ,次 日 用 洗涤 液 清洗 3 次 后 拍 干 ,加 入 用 封 阻 液 稀 
TES 1:1 000 的 免 抗 烟草 天 蛾 酚 氧 化 酶 原 的 抗 血 清 
100 uL. 37*C 下 放置 1 h, 再 用 TTBS 清洗 3 次 后 甩 干 ， 
加 入 用 封 阻 液 稀释 到 1: 100 的 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 
的 羊 抗 兔 IgG 150 uL. 37% 下 温浴 2 h, 加 入 200 pL 
0.04.96 的 邻 茶 二 胶 底 物 深 液 , 显 色 30 min, 用 50 uL 2 
mol/L 的 H,SO, 终止 反应 ,在 BIO-RAD Model 450 型 
酶 标 仪 上 测定 450 nm 处 的 吸收 值 。 以 正常 血 淋 巴 
为 阳性 对 照 , PBS 为 阴性 对 照 。 
1.9 本 氧化 酶 原 的 最 适 温度 

将 纯化 的 50 uL 饮 份 ( 含 酚 氧 化 酶 原 10 wg) 与 
40 pL 0.1 mol/L CPC (cetylpyridinium chloride， 氧 代 十 













































































































































































































































































4E 1 min. 5 min、10 min 及 15 min 后 的 吸光 值 变 化 
值 ,计算 酚 氧 化 酶 活性 。 每 个 样本 重复 6 次 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 酚 氧 化 酶 原 的 纯化 

采用 4096 硫酸 铵 沉淀 、Blue Sepharose CL-6B 亲 
和 层 析 和 Phenyl Sepharose CL-4B izk Jr 55 77 IE, 
从 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 血 清 中 分 离 纯化 了 酚 氧 化 酶 原 。 
经 Native-PAGE 分 析 酚 氧化 酶 原 全 酶 相对 分 子 量 约 
为 158 kD( 图 1: A), 经 SDS-PAGE 分 析 其 两 个 亚 基 
相对 分 子 量 分 别 约 为 78 kD 和 80 kD( 图 1: B), 该 酶 
为 异 源 二 聚 体 。 

用 1 mg/mL 胰 和 蛋白 酶 处 理 亚洲 玉米 蝇 幼 虫 酚 氧 
化 酶 原 的 Native-PAGE 凝 胶 , 再 与 0.2 mol/L L-DOPA 
的 底 物 溶液 反应 , 酚 氧 化 酶 原 条 带 呈 黑色 , 说 明 纯 化 
的 酚 氧 化 酶 原 经 激活 后 存在 酚 氧 化 酶 活性 (图 2: 
A)。 将 亚洲 玉米 旦 幼虫 酚 氧 化 酶 原 的 Native-PAGE 
OB AUN. Schiff 试剂 染色 , 酚 氧 化 酶 原 条 带 被 染 成 
红色 ,说 明 酚 氧化 酶 原 为 糖 蛋白 (图 2: BD. 

















































































































































































































































































































5 期 冯 从 经 等 : 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 血 清 中 酚 氧 化 酶 原 的 性 质 651 
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图 1 纯化 后 酚 氧 化 酶 原 的 Native-PAGECA) 和 SDS-PAGE (B) 分 析 
Fig. 1 Native-PAGE (A) and SDS-PAGE C B2 analysis of purified prophenoloxidase (PPO) 
A: 1~3 分 别 表 示 5 ugs 10 pg 和 3 pg 酚 氧 化 酶 原 1 -3 represent 5 pg» 10 pg» and 3 ug prophenoloxidases respectively: 4. 分 子 量 标准 Marker. 
B: 1-3 IKR 1 yg、2 pg 和 3 pg 酚 氧 化 酶 原 1 - 3 represent 1 pig» 2 pg» and 3 pg prophenoloxidase; respectively; 4. 分 子 量 标准 Marker. 
































图 2 纯化 后 酚 氧 化 酶 原 的 L-DOPA 活性 染色 (A) 和 糖 蛋白 检测 CB) 
Fig. 2  Prophenoloxidase stained with L-DOPA to detect phenoloxidase activity (A) and 








glycoprotein detection of purified prophenoloxidase (B) 
1~3 分 别 表示 5 ug. 10 ug 和 4 pg 酚 氧 化 酶 原 1 - 3 represent 5 ug» 10 ug» and 4 pg prophenoloxidase; respectively . 





















































2.2. 纯化 馏 份 中 酚 氧 化 酶 原 的 ELISA 检测 2.3 本 氧化 酶 原 的 温度 稳定 性 和 最 适 温度 
Phenyl Sepharose CL-4B 柱 层 析 纯化 获得 的 活性 在 0~80C 范 围 内 处 理 纯化 的 酚 氧 化 酶 原 , 并 
馏 份 采 用 酶 联 免疫 (ELISA) 检 测 ,结果 见 表 1。 测定 酚 氧化 酶 原 激 活 后 酚 氧 化 酶 活性 , 由 图 3 可 知 ， 
经 Phenyl Sepharose CL-4B 柱 层 析 纯 化 得 有 活性 亚洲 玉米 晤 幼虫 血清 中 的 酚 氧 化 酶 原 在 15 ~ 40%C 



































的 馏 份 中 的 蛋白 可 与 免 抗 烟草 天 蛾 血清 中 酚 氧 化 酶 。” 间 稳定 , 最 适 温度 为 307C ,超过 70% 酚 氧化 酶 活性 























原 的 多 克隆 抗体 有 强 阳 性 反应 ,进一步 证 明 活性 馆 ER. 
份 中 有 了 酚 氧 化 酶 原 存在 ,并 具有 人 免疫 原 性 。 
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ze 1 纯化 后 的 亚洲 玉米 螟 5 182 2] HUS A3 89) Se (5B Jen B ER $e Tz D PE ELISA 
Table 1 ELISA analysis of purified prophenoloxidase in 5th instar larvae of Ostrinia furnacalis 





Y Be 
样品 Sample 4450 样品 Sample 加 样 量 ( pg? A450 
Content of sample 
抗原 阴性 0.06+0.01 || Phenyl Sepharose CL-4B 柱 层 析 馏 份 中 酚 氧 化 酶 0.5 0.99 +0.12 
Negative control of antigen 原 剂量 1.0 1.42+0.11 
抗体 阴性 0.06 x0.01 | Prophenoloxidase dosage in fraction of Phenyl 1.5 1.89 £0.22 
Negative control of antibody Sepharose CL-4B chromatography 2.0 2.33 x 0.13 











X Note: 数据 为 平均 值 + 标准 差 The data are mean + SD (n 2 6). 
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酚 氧 化 酶 相对 活性 (%) 
Relative activity of phenoloxidase 
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图 3 ^id EPI EARKI 5 龄 幼虫 体内 酚 氧 化 酶 
原 激活 的 影响 


Fig. 3 Effect of different temperatures on the activation of 

















prophenoloxidase in 5th instar larvae of Ostrinia furnacalis 


2.4 酚 氧 化 酶 原 的 pH 稳定 性 和 最 适 pH 值 

将 纯化 的 酚 氧 化 酶 原 混 匀 于 不 同 pH 的 缓冲 》 
中 ,对 pH 3~12 范围 内 缓冲 液 中 酚 氧 化 酶 活性 进 和 
了 测定 ,结果 发 现 酚 氧 化 酶 原 在 pH 6.0 ~ 8.0 35 E 
内 稳定 ,其 最 适 pH 为 7.0 (图 4)。 
2.5 ”各 种 激活 剂 对 栈 氧 化 酶 原 激活 的 影响 

采用 0.1 mol/L CPC、1 mg/mL 昆布 多 糖 、50%1 
醇和 1 mg/mL 胰 和 蛋白酶 作为 激活 剂 。 结 果 发 现 0.1 
mol/L CPC、1 mg/mL 昆布 多 糖 .50% 甲醇 和 1 mg/mL 
胰 和 蛋白 酶 对 酚 氧 化 酶 原 都 有 一 定 的 激活 作用 , 其 中 
0.1 mol/L CPC 激活 能 力 最 强 、1 mg/mL 胰 和 蛋白 酶 次 
之 .1 mg/ml 昆布 多 糖 激 活 能 力 较 弱 (图 5)。 此 结果 
说 明 亚 洲 玉 米 量 幼 虫 血 清 中 的 酚 氧 化 酶 原 存 在 酶 性 
激活 和 非 酶 性 激活 2 种 方式 。 
2.6 ”各 种 离子 对 酚 氧 化 酶 原 激活 的 影响 
用 0.01 mol/L NaCl、0.01 mol/L KCI 0.01 mol/L 
CaCl» 0.01 mol/L MgCl, 和 0.01 mol/L CuSO, 溶液 处 
理 酚 氧化 酶 原 , 对 激活 后 酚 氧 化 酶 的 活性 进行 了 测 
定 ,发 现 0.01 mol/L CaCl, 和 0.01 mol/L MgCl, 可 以 
明显 地 激活 酚 氧 化 酶 原 , 并 且 在 1 ~5 min 内 这 种 激 
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酚 氧 化 酶 相对 活性 (96) 


Relative activity of phenoloxidase 











pH 值 pH value 




















图 4 不 同 pH 的 缓冲 液 对 亚洲 玉米 旦 5 龄 幼虫 体内 
酚 氧 化 酶 原 激 活 的 影响 
Fig. 4 Effect of various buffer with different pH values on the 








activation of prophenoloxidase in 5th instar larvae of 


Ostrinia. furnacalis 


120 r 


iei 

e 

© 
T 


oc 
© 
T 


酚 氧化 酶 相对 活性 (%) 


Relative activity of phenoloxidase 
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激活 剂 种 类 与 用 量 


Type and dosage of activator 














图 5 不 同 激活 剂 对 亚洲 玉米 蜡 5 龄 幼虫 
酚 氧 化 酶 原 激 活 的 影响 


Fig. 5 Effect of different activators on the activation of 














prophenoloxidase in 5th instar larvae of Ostrinia furnacalis 
A: 0.1 mmol/L CPC: B: 1 mg/mL 昆布 多 糖 1 mg/mL laminarin: C: 
5096 甲醇 50% methanol; D: 1 mg/mL 胰 和 蛋白 酶 1 mg/mL trypsin. 


活 作 用 增长 较 快 ,随后 增 势 减缓 , 而 0.01 mol/L 
NaCl. 0.01 mol/L KCI 和 0.01 mol/L CuSO, 则 对 酚 氧 





































































































5 期 冯 从 经 等 : 亚洲 玉米 螟 幼 虫 血清 中 酚 氧 化 酶 原 的 性 质 653 
化 酶 原 没 有 明显 的 激活 作用 (图 6)。 证 明 纯化 的 酚 氧 化 酶 原 存 在 酚 氧 化 酶 活性 。Stoltz 
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图 6 不 同 离子 对 亚洲 玉米 蜡 5 龄 幼虫 体内 














酚 氧 化 酶 原 激活 的 影响 





Fig. 6 Effect of different ions on the activation of 


prophenoloxidase in 5th instar larvae of 


Ostrinia. furnacalis 
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蓝 和 蛋白 ( hemocyanin ) 
和 昆虫 六 聚 体 蛋 白 (hexamerin ) 均 属 基因 


超 家 族 成 

















员 , 但 酚 氧 化 酶 原 的 氮 基 酸 序列 更 类 似 于 1 


有 40% ~ 50% 的 氨基 酸 序列 同 源 性 C 
al., 1995). 























LIS AE, 


Kawabata et 











已 知 的 昆虫 中 酚 氧 化 酶 原 有 的 是 由 2 





个 相同 的 单位 构成 的 同 源 二 聚 体 ,有 的 则 是 由 2 个 











不 同 的 亚 基 构成 的 异 源 二 聚 体 。 目 前 








已 有 许多 关于 



































酚 氧 化 酶 原 亚 基 分 子 量 不 同 的 报道 ,家 村 Bombyx 








mori 中 为 80 kD (Ashida, 19712. £L 





vicina 





头 丽 晶 Calliphora 
中 为 87 kD C Naqvi and Karlsson，1979)、 烟 草 天 





lf Manduca sexta 中 为 78 kD 和 80 kD (Jiang et al., 


1997). Ti t EC EE Hyalophora cecropia 





中 为 76 kD 





(Andersson et al.» 19892. ME Y E X RC) FAA Bg Je 











是 由 2 个 亚 基 组 成 的 异 源 二 聚 














体 ,两 个 





严 基 的 相对 

















分 子 量 
































约 为 158 kD。 





我 们 从 亚洲 玉米 晤 幼虫 血清 中 分 离 纯化 的 酚 氧 
化 酶 原 在 Native-PAGE 凝 胶 上 表现 为 一 






































A), 在 有 上 胰 重 白 酶 存在 条 件 下 可 以 检测 3 








活性 ,可 将 L-DOPA 氧化 ,从 而 在 凝 胶 上 产生 黑色 素 








Au CAI 


分 别 为 78 kD 和 80 kD, 与 已 报道 的 其 他 昆虫 
中 的 酚 氧 化 酶 原 亚 基 分 子 量 相 近 , 全 酶 相对 分 子 量 














到 酚 氧 化 酶 











(图 











2: A)。 
Œ Locusta migratoria | 


Cherqui 等 

















(1996) 采用 甲醇 短暂 处 理 蝗 
1 淋巴 Native-PAGE ERHI 77 34: 





























Ec ERE 





和 Cook (1983) 将 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni 幼虫 血 淋 
E 凝 胶 电 泳 检测 ,用 链 霉 蛋白 酶 处 理 了 分 














离 后 的 条 带 , 以 DOPA 作为 底 物 ,结果 也 发 现 酚 氧 化 














存在 酶 性 激活 机 人 制 。 











我 们 从 亚洲 玉米 旦 幼虫 血清 中 纯化 的 酚 氧 化 酶 
W Galleria mellonella Wi 











原 为 糖 蛋白 (图 2: Be X 
氧化 酶 原 是 一 种 糖 蛋 白 (Kopacek et al.» 1995), 从 
胞 中 纯化 的 酚 氧 化 酶 原 也 为 糖 蛋 白 
CAspán and Söderhäll; 1991), (EAA FERIRA KA K 
FA KE R e Ib EDS, AS RENE SET, 麻风 Sarcophaga 
bullata 中 的 酚 氧 化 酶 原 没有 N- 糖 基 作 用 化 位 点 且 



































Z WF rfi. 4 


























酶 原 被 染 成 黑色 , 说 明 在 粉 纹 夜 ! 








f, rH 





P 5C Ac IN R E 

































































不 被 Schiff 试剂 染色 , 也 不 是 糖 蛋 白 (Chase et al.» 








2000)。 这 种 酚 氧 化 酶 原 的 多 样 性 
是 一 个 进化 的 基因 家 族 , 哪 一 个 是 














待 深入 探讨 。 

在 红 
失 活 ， 
后 活性 




















办 氧化 酶 活性 
Musca domestica. 师表 皮 中 

















3k B dr rp, 纯化 的 酚 氧 化 酶 原 在 80% 变性 
日 在 40 ~ 50% 之 间 酚 氧化 酶 原 尚 有 较 高 激活 
(Naqvi and Karlsson» 1979)。 
化 酶 原 激 活 的 最 适 温 度 为 30% ,超过 60% 检 测 不 到 
C Asada and Sezaki, 1999 )。 
酚 氧 化 酶 活性 








说 明 酚 氧化 酶 原 
其 最 原始 形式 有 
































在 果 晶 中 酚 氧 








家 晶 
的 最 适 温度 














Ñ 45C, Æ 5 ~ 250 范围 内 酚 氧 化 酶 活性 稳定 。 而 





家 晶 师 1 




















淋巴 中 酚 氧 化 酶 活性 








的 最 适 温度 为 50%, 


在 5~40C 范 围 内 酚 氧 化 酶 活性 稳定 (Hara et al., 




















1991)。 亚 洲 玉米 旦 幼虫 1 


1 淋巴 中 














盼 氧化 酶 原 激 活 








的 最 适 温度 与 果 蝇 Drosophila melanogaster 相同 ,但 
在 各 种 昆虫 中 


ACT ZG e 








Wy eL zs PE KI ed pH 





是 各 不 相同 的 。 我 们 测定 i 
原 的 最 适 pH 为 7.0, pH 稳定 范围 为 6.0 ~ 8.0， 
BER H ZR AK MA ER) 
CDunphy，1991)。 在 果 晶 中 酚 氧 化 酶 原 激 活 的 最 适 

















E 洲 玉米 螟 幼虫 酚 氧 化 酶 























这 与 





I Lymantria dispar 中 相似 














pH 为 8.0; 在 pH 2.0~12.0 范 围 内 酚 氧 化 酶 尚未 完 


全 失 活 (Asada and Sezaki， 
氧化 酶 活性 
内 稳定 。 而 在 家 蝇 师 1 
pH 为 7.5, 在 pH5.5~9.5 


























的 最 适 pH 为 9.0,; 在 pH 7.0~9.5 范 
1 淋巴 中 酚 氧 化 酶 活性 
范围 内 稳定 (Hara et al.， 











1999)。 家 晶 师表 皮 中 丁 








TE 





的 最 适 























1991)。 





目前 不 同 昆虫 不 同 组 织 中 酚 氧 化 酶 活性 的 











温度 和 pH 特性 差异 可 能 是 源 于 昆虫 不 同 种 间 的 踪 











传 多 样 性 , 其 





具体 的 生理 意义 有 待 研 究 。 

















酚 氧 化 酶 原 经 丝氨酸 蛋白 酶 有 限 的 蛋白 水 解 作 








用 激活 为 酚 氧 化 酶 CAspán et 








al.» 19902. Yoshida 





和 Ashida (1986) 研究 了 家 在 











型 重 白 酶 的 活性 后 认为 家 佛 











血 淋 巴 中 胰 和 蛋白 酶 类 
di EAE 
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的 酚 氧 化 酶 原 激 活 酶 :一 种 为 BBAE 酶 , 该 酶 被 激活 
后 可 剪 切 胰 和 蛋白 酶 类 底 物 ; 另 一 种 为 PPAE 酶 , 该 酶 
可 将 酚 氧 化 酶 原 激 活 为 酚 氧 化 酶 。Aspan 和 
Söderhäll (1991) 从 鳌 虾 血细胞 中 纯化 获得 酚 氧 化 酶 
原 , 胰 和 蛋白酶 也 可 将 酚 氧 化 酶 原 前 切 成 分 子 量 为 60 
kD 的 酚 氧 化 酶 。 麻 蝇 中 酚 氧 化 酶 原 既 可 被 内 源 性 
的 蛋白 酶 激活 ,也 可 被 阳离子 去 污 剂 CPC. CRF 
六 烷 基 吡啶 ) 激 活 〈(Chase et al.，2000)。 本 研究 使 
用 了 上 胰 和 蛋白 酶 、CPC、 甲 醇和 昆布 多 糖 4 种 激活 剂 ， 
证 明 胰 蛋白 酶 可 激活 亚洲 玉米 旦 的 酚 氧 化 酶 原 , 说 
明 亚 洲 玉米 蝶 幼 虫 血 淋巴 中 可 能 存在 酶 性 激活 机 
制 。CPC、 甲 醇和 昆布 多 糖 都 有 一 定 的 激活 作用 ,其 
中 CPC 同 酚 氧化 酶 原 分 子 结合 可 能 引起 该 酶 分 子 
构象 发 生变 化 ,暴露 出 酚 氧 化 酶 原 激活 位 点 , 从 而 产 
生 酚 氧化 酶 活性 。 
Brookman 等 (1988) 认为 昆虫 酚 氧化 酶 原 的 激活 
和 酚 氧 化 酶 的 活性 都 是 依赖 于 Ca , Gollas-Galván 等 
(1997) 也 认为 低 浓度 的 Ca 对 酚 氧 化 酶 原 有 一 定 的 
激活 作用 。 在 一 些 昆虫 中 酚 氧 化 酶 活性 最 适 的 Ca 
水 平 为 5~ 10 mmol/L CBrehélin et al.，1989)。 我 们 也 
发 现在 Ca 六 浓度 为 10 mmol/L 时 ,亚洲 玉米 蜡 幼 虫 酚 
氧化 酶 原 激 活 后 的 酚 氧 化 酶 即 有 较 高 活性 。 
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